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Abstract —  In  our  research,  we  studied  the  bacteriological  quality  of  citrus  fruits.  Thus,  the  bacterial  microflora 
associated  with  citrus  fruit  is  quite  varied  and  diverse.  It  is  usually  a  saprophyte  flora  easily  be  destroyed  by 
moist  heat.  This  plant  belongs  to  the  family  Enterobacteriaceae,  Vibrionaceae,  Pseudomonadaceae, 
Micrococcaceae  and  Bacilaceae.  This  contamination  is  often  untreated  manure,  organic  fertilizer  from  a  bad 
composting,  irrigation  water  not  clean.  The  hands  of  workers  who  come  into  contact  with  fruit  are  also  a 
potential  source  of  contamination  across  the  production  system  of  the  juice,  ie  at  all  these  stages:  growing, 
harvesting,  processing,  packaging  and  transportation.  This  contamination  is  usually  faecal  origin  toilet  (hands 
of  workers  contaminated  by  fecal  matter). 

The  presence  of  E.  Coli  and  Streptococcus  feacalis  is  evidence  of  such  contamination.  Indeed,  the  presence  of 
these  bacteria  indicates  that  other  pathogens  present  in  the  feces  of  sick  individuals  or  healthy  carriers  may  be 
present  (Salmonella,  Vibrio,  Clostridia...)  what  constitutes  a  risk  of  contamination  of  the  entire  production. 
Among  the  most  dangerous  pathogens  that  can  be  seen  quite  often  on  the  fruit,  quoting  E.  coli  0157:  H7, 
Salmonella  spp....  Colereae  Vibrio,  which  are  Gram  negative,  the  wall,  composed  of  lipopolysaccharide  (LPS), 
is  an  endotoxin.  The  ingestion  of  endotoxin  causes  a  water  leak  at  the  level  of  the  enterocytes  (cells  of  the 
intestine )  and  consequently  dehydration  of  the  individual  addict. 

Keywords — citrus  fruits,  contamination,  microbiological  quality,  bacterial  microflora.. 


Qualite  bacteriologique  des  fruits  d’agrumes 
(Maroc) 

Resume —  Dans  notre  travail  de  recherche,  nous  avons  etudie  la  qualite  bacteriologique  des  fruits  d’agrumes. 
Ainsi,  La  micro  fore  bacterienne  associee  aux  fruits  d’agrume  est  assez  variee  et  diversifiee.  II  s’agit 
generalement  d’une  fore  saprophyte  facilement  destructible  par  la  chaleur  humide. 

Cette  fore  appartient  aux  families  des  Enterobacteriaceae,  Vibrionaceae,  Pseudomonadaceae,  Bacilaceae  et 
Micrococcaceae.  Cette  contamination  provient  souvent  du  fumier  non  traite,  d’engrais  organique  provenant 
d’un  mauvais  compostage,  d’eau  d ’irrigation  non  propre.  Les  mains  des  ouvriers  qui  entrent  en  contact  avec 
les  fruits  representent  aussi  une  source  potentielle  de  contamination  a  la  grandeur  du  systeme  de  production  du 
jus,  c  ’est  a  dire  a  toute  ces  etapes  :  culture,  recolte,  transformation,  emballage  et  transport. 

Cette  contamination  est  generalement  fecale  originaire  des  toilettes  (mains  des  ouvriers  souillees  par  la  matiere 
fecale).  La  presence  d’E.coli  et  de  Streptococcus  feacalis  constitue  une  preuve  de  cette  contamination.  En  effet, 
la  presence  de  ces  germes  signifie  que  d’autres  germes  pathogenes  presents  dans  la  matiere  fecale  des 
individus  malades  ou  porteurs  sains peuvent  etre  presents  (salmonelles,  vibrions,  clostridies ....)  ce  qui  constitue 
un  risque  de  contamination  de  toute  la  production. 

Parmi  les  germes  pathogenes  les  plus  redoutables  qu’on  peut  rencontrer  assez  souvent  sur  les  fruits,  on  cite 
E.coli  0157 :  H7 ,  Salmonella  spp.,  Vibrio  colereae ...,  qui  sont  des  bacteries  Gram  negatif  dont  la  paroi, 
formee  des  lipopolysaccharides  (LPS),  constitue  une  endotoxine.  L  ’ingestion  de  ces  endotoxines  provoque  une 
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fuite  d’eau  an  niveau  des  enterocytes  (cellules  de  Vintestin)  et  par  voie  de  consequence  une  deshydratation  de 
I’individu  intoxique. 

Mots  cles —  Fruits  d’agrumes,  contamination,  qualite  microbiologique,  microflore  bacterienne. 


I.  INTRODUCTION 

Les  infections  des  fruits  d'agrumes  par  l'agent  pathogene 
peuvent  se  produire  aussi  bien  avant  qu'apres  la  recolte. 
Les  infections  des  fruits  d'agrumes  sont  initiees  par  des 
contaminations  au  champ,  quelques  jours  a  plusieurs 
semaines  avant  la  recolte.  Ces  infections  sont  favorisees, 
entre  autres,  par  un  taux  d'inoculation  eleve  dans  fair  et  par 
une  grande  humidite.  La  deterioration  peut  etre  limitee  par 
des  conditions  defavorables  de  l'environnement  et 
egalement  par  une  resistance  de  l’ecorce  du  fruit  (Douyle 
et  Padhye,  1989  ;  Doyle  et  Cliver,  1990  ;  Beuchat  et  Ryu, 
1997  ;  Jackson,  2001  ;  Forrest,  2001). 

Les  portes  d'entrees  des  agents  pathogenes  en  cours  et 
apres  la  recolte  (stockage)  des  agrumes  sont  les  blessures  et 
les  microlesions  accidentelles  (Faber,  1989.  Tabaght, 
1994). 

Dans  cette  partie  de  notre  travail,  nous  allons  examiner  la 
qualite  des  fruits  d ’orange  tout  en  exposant  les  principaux 
parametres  physico-chimiques,  nutritionnels  et  techniques 
susceptibles  d’influer  sur  la  qualite.  Nous  allons  mettre  en 
relief  V  importance  de  certaines  especes  de  bacteries  dans  la 
degradation  de  la  qualite  des  fruits  d’orange. 

II.  MATERIEL  ET  METHODES 
1/  Materiel  biologique 
a/  Fruits  des  agrumes 

Les  fruits,  sujets  de  notre  etude  proviennent  des  plantes 
fruitieres  appartenant  aux  especes  suivantes  : 

*  Clementinier  ( Citrus  Clementina  Hort.  ex.  Tan.), 

*  Mandarinier  ( Citrus  reticulata  Blanco), 

*  Oranger  ( Citrus  sinensis  Osb), 

*  Citronnier  ( Citrus  Union  L.), 

*  Pomelo  ( Citrus  paradisi  Macf.). 

2/  Echantillonnage 

*  Fruits  d’agrumes  :  pour  le  controle  des  agrumes  nous 
avons  choisi  les  niveaux  suivants: 

-  station  reception  d'agrumes 

-  station  brossage-lavage  a  l’avant  et  apres  sortie. 

On  prend  1  kg  de  fruit  comme  un  echantillon  representatif. 
Les  fruits  sont  laves  par  l'eau  distillee  sterile  a  raison  de 
250  ml  pour  1  kg  d'echantillon. 


L’analyse  de  l’eau  de  lavage  nous  donne  des  indications  sur 
le  degre  de  contamination  des  fruits  par  des  souches 
pathogenes  (bacteries  ou  champignons). 

3/  Culture  et  identification  des  microorganismes 
(bacteries  et  champignons) 

3-1/  Milieux  de  culture 

3-1-1/  Milieu  Orange  Serum  Agar  (OSA) 

C’est  un  milieu  de  culture  qui  permet  le  developpement  de 
toute  la  flore  qui  exige  des  facteurs  de  croissance  presents 
dans  l’extrait  d’orange. 

Les  bacteries,  champignons,  (levures  et  moisissures) 
adaptes  aux  jus  d’orange  se  cultivent  sur  ce  milieu. 

Le  milieu  OSA  contient  en  g/1  (Tryptone,  10  ;  extrait  de 
levure,  3  ;  extrait  Orange,  5  ;  Glucose,  4  ;  Phosphate 
dipotassique,  3  ;  Agar  bacteriologique,  17) 

Le  milieu  est  sterilise  a  l’autoclave  a  120  °C  /  15  min,  puis 
coule  en  boites  de  Petri  sterilisees  a  l’autoclave  (120°C/30 
min)  ou  a  sec  au  four  (170°C/lh). 

3-1-2/  Gelose  nutritive 

La  gelose  nutritive  est  un  milieu  qui  convient  a  la  culture 
des  germes  ne  presentant  pas  d’exigences  particulieres.  Ce 
milieu  est  compose  de  (en  g/1 ):  (Peptone,  5  ;  Extrait  de 
viande,  1  ;  Extrait  de  levure,  2  ;  Chlorure  de  sodium,  5  ; 
Agar,  15) 

Ce  milieu  est  sterilise  a  l’autoclave  (120°C/15min)  et  coule 
en  boite  de  Petri  ou  en  tube  incline  pour  la  conservation 
des  souches  pures.  Dans  ce  cas,  la  conservation  se  fait  a 
4°C/  lmois. 

3-1-3/  Milieu  a  base  de  pomme  de  terre  (PSA) 

Des  petits  cubes  de  200  g  de  pommes  de  terre  non  pelees  et 
vieilles  de  preferences,  sont  laves,  coupes  et  places  dans  un 
litre  d’eau  portee  a  ebullition  pendant  1  heure.  Apres 
ebullition,  les  pommes  de  terre  sont  ecrasees  puis  filtrees  et 
le  volume  est  complete  a  1  litre. 

Ce  melange  est  ensuite  additionne  de  15  g  de  saccharose  et 
20  g  d’agar.  Le  pH  du  milieu  est  ajuste  a  5,6  et  sterilise  a 
l’autoclave  a  120  °C/15  min. 

Le  milieu  PSA  est  utilise  pour  l’isolement,  la  culture  et  le 
denombrement  des  champignons. 
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Ce  milieu  est  particulierement  recommande  pour  la  mise 
en  evidence  des  contaminations  dans  les  produits 
alimentaires  (ex:  jus  d'orange). 

3-1-4/  Bouillon  nutritif 

Ce  milieu  a  la  meme  composition  que  la  gelose  nutritive 
mais  sans  agar  bacteriologique. 

Ce  milieu,  coule  en  tubes  et  sterilise  a  V  autoclave,  sert 
generalement  aux  preparations  de  precultures  et  aux 
enrichissements. 

3-1-5/  Milieu  TCBS 

C’est  un  milieu  selectif  qui  sert  a  isoler  les  germes  de 
vibrions  apres  enrichissement  sur  milieu  riche  contenant  40 
g  de  peptone  et  60  g  de  Nacl  par  litre. 

Le  milieu  TCBS  a  la  composition  suivante  (en  g/1  )  : 
(Peptone,  10  ;  Extrait  de  levure,  5  ;  Citrate  de  sodium,  10  ; 
Thiosulfate  de  sodium,  10  ;  Chlorure  de  sodium,  10  ;  Bile 
de  bceuf,  8  ;  Citrate  ferrique,  1  ;  Saccharose,  20  ;  Bleu  de 
thymol,  0,04  ;  Bleu  de  bromothymol,  0,04  ;  Agar  ;  14).  Ce 
milieu  est  chauffe  jusqu’a  ebullition  mais  non  autoclave. 

Apres  ensemencement,  les  boites  sont  incubees  15  a  18 
heures  a  35°C,  periode  suffisante  pour  l'apparition  des 
colonies  des  vibrions  alors  que  la  totalite  des  autres  germes 
est  inhibee  durant  les  premieres  heures  d'incubation.  Les 
colonies  de  vibrions  sont  caracteristiques  de  quelques 
especes: 

-  V.  parahaemolyticus  :  petite  colonie  a  centre  vert  ou  bleu 
a  bord  incolore 

-  V.  cholerea  :  petite  colonie  jaune 

-  V.  aglinolyticus  :  grosse  colonie  jaune -brun 

Les  colonies  suspects  sont  repiquees  sur  milieu  Kligler  sale 
a  3%  pour  identification  (voir  milieux  d’identification). 

3-1-6/  Milieu  King  A  et  King  B. 

Ces  milieux  servent  a  Tisolement  des  Pseudomonas. 

Les  milieux  King  A  (ou  P)  et  King  B  (ou  F)  permettent  de 
differencier  les  especes  pigmentees  de  Pseudomonas. 

Ces  milieux  ont  la  composition  suivante  (en  g/1):  pour 
milieu  King  A  (ou  P)  on  a  :  (Peptone  de  gelatine,  20  ; 
Glycerol ,  10  ;  Sulfate  de  potassium,  10  ;  Chlorure  de 
magnesium  anhydre,  1,4  ;  Agar,  15).  La  sterilisation  se  fait 
a  l'autoclave  a  120°C/15  mn. 

Pour  le  milieu  de  King  B  (ou  F)  on  a  :  (Proteose  peptone 
n°  3  ou  polypeptone  (BBL),  20  ;  Glycerol,  10  ;  Phosphate, 
1,5  ;  Sulfate  de  magnesium  (7PLO),  1,5  ;  Agar,  15).  Ce 
milieu  est  sterilise  a  l’autoclave  a  120°C/15  min. 

Le  milieu  A  favorise  la  production  de  pyocyanique  du 
bacille  pyocyanique  ou  Ps.  aerogenosa  alors  que  le  milieu 


B  favorise  la  fluorescine  (Pyoverdine)  de  Ps.  fluorescens, 
Ps.putida.  et  divers  autres  Pseudomonas. 

Une  boite  de  milieu  A  et  une  boite  de  milieu  B  sont 
ensemencees  avec  une  anse  de  culture  prise  dans  un 
bouillon  nutritif.  Apres  incubation  a  30°C/  4  jours,  les 
colonies  suspectes  sont  repiquees  sur  milieu  Kligler  pour  la 
suite  d’identification. 

3-2/  Ensemencement 

3-2-1/  Ensemencement  pour  isoler  des  souches 

Pour  isoler  une  souche,  en  pratique  un  ensemencement  par 
epuisement  sur  un  milieu  de  culture  approprie  a  partir  des 
fruits,  de  jus  ou  autres. 

Apres  incubation  a  30°C/48h,  les  colonies  isolees  sont 
ensemencees  a  nouveau  comme  precedemment  pour 
s’assurer  de  la  purete  de  la  souche. 

Les  souches  different  normalement  par  leurs  aspects 
culturaux  (forme  de  la  colonie,  aspect,  couleur,  elevation, 
consistance,...).  Chaque  type  de  colonie  est  repique 
separement  et  conserve  sur  gelose  nutritive  inclinee  (pour 
les  bacteries)  ou  sur  PSA  incline  (pour  les  levures  et  les 
moisissures)  en  vue  d’une  identification  complete. 

3-2-2/  Denombrement  de  la  microflore  du  jus  et  des 
fruits. 

Une  serie  de  dilution  du  jus  semi-fmi  ou  de  l’eau  de  lavage 
est  realisee  pour  obtenir  une  suspension  bacterienne 
denombrable  sur  milieu  solide  en  boite  de  Petri.  Des 
dilutions  de  10  en  10  sont  realisees  et  1’ ensemencement  se 
fait  par  etalement  de  0,1  ml  de  chaque  dilution  sur  le 
milieu  de  culture  OSA  dans  des  conditions  aseptiques. 

Les  boites  sont  ensuite  incubees  inversees  dans  l’etuve  a  30 
°C/48h. 

L’ensemencement  peut  etre  aussi  realise  par  la  methode 
d’ensemencement  en  masse,  mais  cette  methode  sous 
estime  la  taille  de  la  population  par  le  fait  que  les  souches 
tres  exigeantes  en  oxygene  ne  se  developpent  pas. 

Chaque  souche  vivante  introduite  dans  la  masse  d'un 
milieu  gelose  favorable  donne  en  principe  naissance  a  une 
colonie  reperable  a  I'ocil  nu.  En  consequence,  si  un  produit 
ou  sa  dilution  est  ensemence  dans  ce  milieu  de  culture,  le 
nombre  de  colonies  developpees  correspond  au  nombre  de 
micro-organismes  present  dans  le  volume  inocule. 

3-3/  Identification 

3-3-1//  Etude  macro  et  microscopique 
a/  Observation  des  colonies 

Apres  incubation,  tous  les  caracteres  macroscopiques  des 
colonies  sont  notes. 

-  Forme  de  la  colonie  :  circulaire,  irreguliere  ou  rhizoide. 
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-  Aspect  :  punctiforme  (<1  mm  de  diametre),  moyenne, 
grande  ou  envahissante. 

-  Opacite  :  transparence,  translucidite. 

-  Elevation  :  colonie  plate,  convexe,  centree,  surelevee. 

-  Surface  :  lisse,  rugueuse,  emoussee,  brillante,  seche, 
poudreuse,  plissee,  cremeuse. 

-  Bold  :  entier,  ondule,  lobe,  dente,  rhizoide,  crenele. 

-  Consistance  :  visqueuse  ou  granulaire. 

-  Odeur  :  presence  ou  absence  d’odeur  caracteristique. 

Chaque  type  de  colonie  est  repique  sterilement  dans  un 
tube  de  bouillon  nutritif  sterile,  apres  purification. 

b/  Observation  microscopique. 

*  A  l’etat  frais:  chaque  souche  (bacteries)  est 
observee  au  microscope  entre  lame  et  lamelle  avec  ou  sans 
colorants  (bleu  de  methylene).  On  note  generalement  la 
forme,  la  taille,  l’arrangement  et  pour  les  champignons  on 
note  en  plus  la  structure. 

*  Apres  coloration  de  Gram  pour  les  bacteries: 

La  coloration  de  Gram  permet  de  separer  deux  grands 
groupes  de  bacteries:  Gram  +  et  Gram  -.  Les  premiers  ont 
une  paroi  epaisse  et  sans  LPS,  ces  types  de  bacteries  se 
colorent  en  violet  car  l’alcool  ne  penetre  pas  dans  la  cellule 
alors  que  les  seconds  ayant  une  paroi  mince  et  riche  en 
LPS  se  colorent  en  rose  parce  que  l’alcool,  au  cours  de  la 
coloration,  detruit  le  complexe  cristal  violet-lugol:  les 
cellules  decolorees  prennent  la  couleur  rose  de  la  fushine. 

L’observation  microscopique,  apres  coloration  de  Gram, 
donne  la  forme,  la  taille  et  le  type  de  Gram  et  meme  la 
presence  ou  absence  de  spores  chez  certaines  souches 
notamment  les  lactobacilles. 

3-3-2/  Etude  des  caracteres  biochimiques  des  bacteries 

Apres  avoir  isole  une  bacterie,  il  faut  proceder  a  son 
identification.  Une  premiere  classification  est  faite  d'apres 
les  caracteres  morphologiques  et  culturaux  puis 
l'identification  des  especes  et  menee  grace  a  des  milieux 
d’ identification.  Certains  milieux  d'identification  sont 
specifiques  de  certains  germes,  d'autres  peuvent  servir  a  de 
nombreux  germes. 

La  premiere  condition  a  respecter  est  d'avoir  un  germe  a 
l'etat  "pur",  et  une  culture  abondante  et  suffisante  pour 
ensemencer  differents  milieux  d'identification. 

3-3-2- 1/  Milieu  Kligler-Hajna 

Ce  milieu  coule  en  tube  de  maniere  a  former  un  culot  et 
une  tranche  permet  de  donner  4  caracteres:  fermentation  du 
glucose,  du  lactose,  production  de  gaz  et  de  LLS. 


Ce  milieu  a  la  composition  suivante  (en  g/1)  :  (  Peptone, 
20  ;  Nacl,  5  ;  Glucose,  1  ;  Lactose  10  ;  Thiosulfate  de 
sodium,  0,3  ;  Citrate  ferrique,  0,3  ;  Extrait  de  viande  de 
bocuf,  3  ;  Extrait  de  levure,  3  ;  Rouge  de  phenol,  0,05  ; 
Agar,  12). 

L’ensemencement  se  fait  au  fil  droit:  une  strie  sur  la 
tranche  et  piqure  centrale  en  profondeur  dans  le  culot. 
Apres  24  heures  d'incubation  a  37°C,  on  obtient  les 
informations  suivantes: 

*  Si  la  souche  est  lac  (-)  et  glu  (+):  il  y  a  d'abord 
acidification  du  milieu  dans  le  culot  car  il  y  a  utilisation  du 
glucose  par  fermentation,  mais  cette  fermentation  est 
rapidement  neutralise  par  consommation  des  peptones  dans 
la  pente.  En  effet,  contrairement  a  la  tranche,  au  niveau  du 
culot  il  y  a  une  grande  quantite  de  glucose  par  rapport  au 
nombres  de  cellules  ensemencees,  done  durant  24  h  e'est 
surtout  le  glucose  qui  est  attaque. 

*  Si  la  souche  est  lac(+)  et  glu  (+):  Il  y  a  acidification  par 
fermentation  du  glucose  prolongee  par  la  suite  par  celle  du 
lactose  au  niveau  de  la  tranche.  L’acidification  se  traduit 
par  une  coloration  jaune  du  milieu  (virage  de  l’indicateur 
colore:  rouge  de  phenol). 

*  La  production  de  LLS  se  traduit  par  noircissement  du 
milieu  qui  debute  a  la  jonction  pente-culot  due  a  la 
production  de  sulfate  de  fer. 

*  La  fermentation  des  sucres  se  traduit  parfois  par 
production  de  CO2.  On  aura  soit  formation  de  pochette  de 
gaz  dans  la  gelose  ou  parfois  meme  soulevement  de  la 
gelose  au  niveau  du  culot. 

Dans  le  cas  d’identification  des  vibrion,  nous  avons  utilise 
le  meme  milieu  de  Kligler  mais  a  3%  de  Nacl  car  les 
vibrions  exigent  un  milieu  de  culture  sale. 

3-3-2-2 /  Recherche  de  1'indole 

Le  milieu  utilise  est  une  eau  peptonee  constitute  de 
peptone  pancreatique  ou  peptone  dite  bacteriologique 
exempte  d'indole. 

Le  milieu  a  la  composition  suivante  (en  g/1):  (peptone 
exempte  d'indole,  10  ;  Chlorure  de  sodium,  5).  Le  milieu 
est  sterilise  par  autoclavage  a  120°C/15min  est  ensemence 
et  incube  a  37°C  pendant  24  h.  La  revelation  se  fait  apres 
faddition  au  milieu  de  1  ml  de  reactif  de  Kovacs  dont  la 
composition  est  la  suivante:  (Paradimethylamino- 
benzaldehyde,  5  g ;  Alcool  amylique,75  ml ;  HC1 
concentre,  25  ml). 

La  presence  d'indole  se  manifeste  par  l'apparition  d'une 
coloration  rouge  cerise. 
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La  formation  d'indole  a  partir  du  tryptophane  est  un 
caractere  propre  a  certaines  especes  bacteriennes,  done 
utile  pour  leur  identification. 

3-3-2-31  Production  de  l’urease 
a/  sur  milieu  uree  de  Christensen 

Le  milieu  a  l'uree  de  Christensen  est  un  milieu  solide  qui 
sert  a  1'identification  de  certains  germes,  par  la  mise  en 
evidence  de  l'hydrolyse  de  l'uree. 

Formule  (en  g/1  d'eau  distillee)  :  (Peptone,  1  ;  Chlorure  de 
sodium,  5  ;  Glucose,  1  ;  Phosphate  monopotassique,  2  ; 
Uree,  24  ;  Rouge  de  phenol,  0,012  ;  Agar,  17,5).  Ce  milieu 
est  sterilise  a  l’autoclave  a  120°C/15min  et  coule  en  tubes 
sous  forme  de  tranche. 

La  tranche  est  ensemencee  en  stries  serrees  et  paralleles 
avec  une  culture  provenant  d'un  milieu  solide.  L ’incubation 
se  fait  a  37°c  pendant  1  a  6  jours  tout  en  evitant  la 
dessiccation  du  milieu. 

L'hydrolyse  de  l'uree  se  traduit  par  une  alcalinisation  du 
milieu  qui  prend  une  teinte  rosee,  puis  rouge,  d'abord  sur  la 
tranche  puis  dans  le  culot  (ex.  Proteus). 

Sur  milieu  de  Stuart  (test  rapide): 

Cest  un  milieu  liquide,  jaune  orange,  synthetique,  de  pH 
6,8  contenant  de  l'uree,  des  phosphates  disodiques  et 
monopotassiques,  l'extrait  de  levure  et  le  rouge  de  phenol. 
Le  milieu  est  sterilise  par  filtration. 

On  incube  a  37°C  une  suspension  de  germes  dans  0,5  a  1 
ml  de  milieu  Stuart. 

Si  le  germe  est  capable  d'utiliser  l'azote  de  l'uree  pour  se 
multiplier,  l'urease  elaboree  degradera  l’uree  selon  la 
reaction  suivante: 

CO(NH4)2 - ►  C02  +  2NH3  + 

H20 

II  en  resulte  une  alcalinisation  et  le  milieu  deviendra  rouge 
violace  en  3  a  5  heures. 

3-3-2-41  Recherche  de  la  p-galactosidase  (Test  O.N.P.G) 

Cette  reaction  consiste  a  rechercher  directement  dans  la 
cellule  bacterienne  l’existence  d’une  enzyme  permettant 
l’utilisation  du  lactose. 

Chez  les  bacteries  fermentatives,  l’hydrolyse  du  lactose  en 
glucose  et  galactose  est  realisee  par  une  enzyme 
intracellulaire  :  la  P-galactosidase. 

Certaines  enterobacteries  sont  dites  lactose  lent,  parce 
qu’elles  possedent  le  gene  beta-galactose  et  ne  possedent 
pas  le  gene  permease. 


En  fait  les  lactoses  lents  possedent  la  possibilite  de 
fermenter  le  lactose  ce  qui  permet  de  les  rapprocher  des 
germes  lactose  (+) 

La  mise  en  evidence  de  la  P-galactosidase  est  done  un 
caractere  primordial. 

A  partir  de  Kligler,  on  realise  une  suspension  dense  des 
bacteries  dans  1  ml  d’eau  distillee.  On  ajoute  ensuite  un 
disque  d’ONPG.  Si  les  bacteries  possedent  une  P- 
galactosidase,  la  solution  devient  jaune,  apres  un  sejour  de 
20  min  a  4h  /37°C. 

3-3-2-51  Reaction  au  rouge  de  methyle  (RM)  et  de 
Vosges-proskauer  (V.P) 

On  utilise  un  milieu  de  culture  Clark  et  Lubs  (en  g/1 ): 
Peptone,  5;  Phosphate  bipotassique,  5;  Glucose,  5)  qu’on 
inocule  par  une  culture  jeune  de  18  h.  Apres  incubation  de 
48  h  a  37°C,  on  deux  tubes: 

*  un  tube  sert  a  verifier  la  production  d’acides  par  addition 
de  Rouge  de  methyle  (RM)  a  0,2%  dans  l’alcool  a  60°.  Si 
le  milieu  prend  : 

-  une  teinte  rouge  (pH  inferieur  a  4,2):  reaction  positive 

(RM+) 

-  une  teinte  jaune  (pH  superieur  a  6,3):  reaction  negative 
(RM-). 

La  reaction  de  RM  est  liee  au  pH  du  milieu.  En  effet,  de 
nombreuses  bacteries  produisent  des  composes  organiques 
acides  a  partir  de  l’acide  pyruvique. 

*  dans  un  deuxieme  tube  on  decele  la  production  d’Acetyl 
Methyl-Carbinol  ou  Acetoine:  Reaction  de  Vosges- 
Proskauer.  Ce  compose  est  un  produit  de  degradation  de 
l'acide  pyruvique. 

Apres  48h  d’incubation  en  Clark  et  Lubs,  1  ml  de  milieu  et 
additionne  de  0,5  ml  d’alpha  Naphtol  a  6%  dans  l’alcool 
absolu  et  de  0,5  ml  d’une  solution  aqueuse  de  NaOH  a 
16%.  On  agite  et  on  attend  15  minutes. 

Si  la  souche  etudiee  produit  de  l’acethylmethyl-carbinol,  la 
presence  de  ce  metabolite  se  manifeste  par  l'apparition 
d’une  coloration  rouge  en  surface  pouvant  diffuser  dans  le 
milieu  (souche  VP+). 

3-3-2-61  Gelose  a  la  phenylalanine  desaminase  ou  gelose 
APP 

Ce  milieu  tres  utile  pour  la  classification  des 
Enterobacteries  lac-,  permet  de  rechercher  la 
transformation  de  la  phenylalanine  en  acide 
phenylpyruvique. 

Ce  milieu  est  compose  de  (en  g/1 ):  Peptone,  10  ;  Phosphate 
bipotassique,  1  ;  Chlorure  de  sodium,  5  ;  Extrait  de  levure, 
3  ;  D.L  phenylalanine,  2  ;  Agar,  12).  La  sterilisation  se  fait 
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a  l'autoclave  a  120°C  pendant  20  minutes  puis  le  milieu  est 
refroidi  en  position  inclinee  pour  donner  une  tranche. 

Apres  incubation  de  18  a  24  heures  a  37  °C,  la  culture  est 
couverte: 

+  Soit  avec  5  ou  6  gouttes  du  reactif  suivant :  (  Solution  de 
demi-saturation  d'alun  de  fer,  5  ml  ;  Sulfate  d'ammonium, 
2  g  ;  Acide  sulfurique  a  10%,  1  ml). 

+  Soit  avec  5  ou  6  gouttes  d’une  solution  au  1/3  de 
perchlorure  de  fer. 

L'apparition  rapide  d’une  coloration  verte  franche  est 
caracteristique  de  la  transformation  de  la  phenylalanine  en 
acide  phenyl-pyruvique. 

3-3-2-7/  Milieu  citrate  de  Simmons. 

Ce  milieu  synthetique  permet  de  savoir  si  la  souche  est 
capable  d’utiliser  le  citrate  comme  seule  source  de  carbone. 
II  est  compose  (en  g/1)  de:  (Sulfate  de  magnesium,  0,2  ; 
Citrate  de  sodium,  2  ;  Chlorure  de  sodium,  5  ;  Phosphate 
d'ammonium,  0,2  ;  Phosphate  d'ammonium  monosodique, 
0,8  ;  Bleu  de  bromothymol,  0,08  ;  Agar,  15).  La 
sterilisation  se  fait  a  121°C  pendant  15  minutes  suivie  de 
refroidissement  en  position  inclinee  pour  obtenir  une  pente. 

Ce  milieu  est  ensemence  a  partir  d’une  culture  prelevee  sur 
milieu  gelose.  L’ensemencement  se  fait  en  surface  par  une 
strie  centrale  est  longitudinale.  Apres  Incubation  a  l'etuve 
a  37°C  pendant  48  h,  on  observe  la  couleur  et  la  culture: 

*  Citrate  (+):  culture  rapide,  alcalinisation  :  milieu 
bleu 

*  Citrate  (-) :  milieu  reste  vert  et  sans  culture. 

3-3-2-8 /  Mobilite  de  la  souche 

Nous  avons  utilise  un  milieu  de  culture  dit  "gelose 
mobilite  ".  Ce  milieu  a  la  composition  suivante  (en  g/1)  : 
(peptone,  10  ;  NaCl,  5  ;  Agar,  5).  C’est  un  milieu  mou  ( 
semi  solide  )  est  coule  en  tubes  et  ensemence  par  piqure 
centrale  avec  fil  droit. 

Apres  incubation  de  24  a  48  h  /37°C,  lorsque  les  germes 
sont  mobiles,  la  culture  diffuse  de  part  et  d’autre  de  la 
piqure  et  le  milieu  devient  trouble.  Si  le  germe  est  peu 
mobile,  seulement  quelques  bourgeons  se  developpent  de 
part  et  d’autre  de  la  ligne  centrale.  S’il  est  immobile,  il 
cultive  uniquement  sur  le  trait  de  la  piqure. 

3-3-2-9 /  Mise  en  evidence  des  enzymes  respiratoires 
a/  Oxydase 

On  preleve  le  germe  a  partir  d’un  milieu  solide  avec  ose  et 
on  le  depose  sur  du  papier  impregne  d’oxalate  de  dimethyl- 
para-phenylene-diamine,  en  solution  a  1%  dans  l’eau 
distillee  sterile. 


Le  teste  se  deroule  a  l'abri  de  la  lumiere.  Le  papier 
impregne  doit  etre  incolore  . 

Si  le  germe  possede  une  oxydase,  une  coloration  de  la  strie 
en  violet  survient  immediatement. 

Ce  test  est  d’une  importance  capitale  puisque  toute  la 
famille  des  Enterobacteriaceae  est  OX". 

b/  Catalase 

Ce  test  est  pratique  pour  les  bacteries  bacille  ou  cocci  a 
Gram  +. 

Le  germe  est  preleve  a  partir  d’un  milieu  de  culture  solide 
et  mis  en  suspension  dans  l’eau  oxygenee  a  10%.  La 
presence  de  la  catalase  se  traduit  immediatement  par 
degagement  d’oxygene  : 

H202 - ►H20  +  V4  02 

III.  RESULTATS 

La  flore  presente  dans  le  jus  de  differentes  stations  n'est 
autre  que  la  resultante  d'une  variete  de  micro-organismes 
issus  du  fruit  lui  meme,  de  l'atmosphere  de  stockage,  de  la 
chaine  de  transformation  et  de  conditionnement,  de  l'eau  et 
du  personnel.  La  qualite  microbiologique  du  produit 
destine  a  la  consommation  est  une  composante  capitale 
pour  garantir  une  securite  hygienique. 

6/  Principales  bacteries  associees  aux  fruits. 

Les  souches  frequemment  isolees  de  differentes  etapes  de 
la  production  de  jus  d’orange  se  repartissent  en  2  groupes  : 
bacilles  a  Gram  +  mais  le  plus  souvent  des  bacilles  a 
Gram-.  Dans  ce  dernier  cas,  les  bacteries  appartiennent  a  2 
families  les  Pseudomonadaceaes  et  les 
Enterobacteriaceaes  (tableau  2). 


Tableau  1:  Origine  des  souches  identifiees 


souches 

Origine 

Pseudomonas  sp  El  1 

Eau  de  lavage 

Pseudomonas  sp  El  2 

Eau  de  lavage 

Pseudomonas  sp  El  3 

Eau  de  lavage 

Klebsiella  El  4 

Eau  de  lavage 

Pseudomonas  sp  El  5 

Eau  de  lavage 

Enterobacter  El  6 

Eau  de  lavage 

E.  coli  El  7 

Eau  de  lavage 

Proteus  El  8 

Eau  de  lavage 

Proteus  El  9 

Eau  de  lavage 

Serratia  El  10 

Eau  de  lavage 

Levinia  El  1 1 

Eau  de  lavage 
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Citrobacter  El  12 

Eau  de  lavage 

Baccillus  El  13 

Eau  de  lavage 

EL  :  Eau  de  lavage 


Si  les  eaux  de  lavage  des  fruits  renferment  une  flore  tres 
diversifiee  et  marquees  par  la  presence  des  Pseudomonas 
et  Klebsiella  provenant  probablement  des  eaux  d’irrigation 
ou  plutot  des  fumiers  non  trades,  au  contraire  les  produits 


finis  ne  renferment,  apres  pasteurisation,  que  les  bacteries 
banales  de  la  families  des  Enterobacteriacaes ,  sauf  un  cas 
ou  on  a  trouve  un  bacille  a  endospore  cultivant  dans  une 
atmosphere  normale  et  dont  l’origine  peut  etre  attribute  a 
une  contamination  par  Fair  et  un  traitement  inefficace  des 
conduits  de  la  production  du  jus. 

Les  souches  isolees  ont  les  proprietes  biochimiques  et 
physiologiques  groupees  dans  le  tableau  2. 


Tableau  2:  Caracteres  biochimiques  et  physiologiques  des  souches 


test 

Souches 

El  1 

El  2 

El  3 

El  4 

El  5 

El  6 

El  7 

El  8 

El  9 

El  10 

El  11 

El  12 

El  13 

Forme 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

Gram 

G 

G 

G 

G 

G" 

G 

G 

G 

G 

G 

G- 

G- 

G+ 

Ox 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Mobilite 

++ 

+ 

+/- 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

- 

++ 

+ 

- 

Glucose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lactose 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

H2S 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Gaz 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Citrate 

+ 

- 

- 

- 

+/- 

+ 

+/- 

Indole 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

RM 

- 

+ 

+ 

+ 

VP 

+ 

- 

- 

- 

- 

Malonate  de 

Na 

Urease 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

ONPG 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

King  A 

+ 

- 

King  B 

- 

+ 

Spore 

+ 

IV.  DISCUSSION  ET  CONCLUSION 

Le  jus  d’orange  est  riche  en  eau  et  en  sucres  facilement 
metabolisables  par  les  microorganismes  ;  c’est  un  milieu 
de  culture  par  excellence  (Forrest,  2001). 

Ces  conditions  exposent  facilement  ces  produits  a  la 
contamination  par  les  champignons  et  les  bacteries 
pathogenes,  une  contamination  simple  ou  multiple  du  Jus 
peut  provenir  de  nombreuses  sources:  le  sol,  l'eau,  les 
engrais  (surtout  le  compost),  les  travailleurs,  le  materiel 
agricole  et  les  conditions  de  stockage  et  de  transformation. 


La  flore  presente  dans  le  jus  n'est  autre  que  le  resultante 
d’une  variete  de  micro-organismes  issus  du  fruit  lui  meme, 
de  l’atmosphere  de  stockage,  parfois  de  la  chaine  de 
transformation  et  de  conditionnement,  de  l'eau,  de  Fair  ou 
meme  du  personnel  (Attrassi  et  Badoc,  2014). 

Malgre  l’effort  entrepris  pour  reduire  la  charge  des 
microorganismes  dans  Fair  de  Findustries  ou  pour  attenuer 
la  flore  liee  aux  fruits,  les  quelques  cellules  de  bacteries  ou 
de  champignons  qui  peuvent  echapper  au  controle  trouvent 
dans  le  jus  un  milieu  tout  a  favorable  a  leur  croissance  et  a 
leur  reproduction.  En  effet,  le  controle  microbiologique  de 
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produits  finis  vise  a  tuer  les  microorganismes  et  inactiver 
les  enzymes  responsables  de  T  alteration  du  produit,  mais 
quelques  germes  peuvent  persister.  Ces  germes  sont  en 
effet  consideres  loin  d’etre  pathogenes  mais  sont 
consideres  comme  germes  nocifs,  capables  d’alterer  le 
produit  a  cause  de  leur  metabolisme  (D’oust,  1989,  1997). 

Les  bacteries  que  nous  avons  isolees  degradent  tout  le 
glucose  et  se  caracterisent  par  une  croissance  rapide.  Les 
champignons  isoles  tolerent  plus  l’acidite  du  milieu  (jus 
d’orange)  et  peuvent  se  multiplier  sur  des  substrats  plus 
complexes. 

En  effet,  Salmaoui  (1999)  avait  deja  montre  que  sur  les 
differentes  sources  de  carbone,  les  sucres  monosaccharides 
(glucose,  fructose  et  galactose)  et  le  disaccharide 
(saccharose)  sont  les  plus  assimiles  par  les  differents 
champignons  testes  (Chapot  et  Dleuchi,  1964).  Le  glucose 
est  biologiquement  la  meilleure  source  de  carbone  pour  la 
croissance  mycelienne  des  champignons,  ce  qui  Concorde 
avec  le  concept  general  des  champignons  "tous  les 
champignons  possedent  la  capacite  de  convertir  le  fructose 
en  un  derive  phosphoryle  du  glucose  capable  de  s'integrer 
dans  la  principale  voie  de  la  chaine  respiratoire  des 
enzymes  extra  cellulaire  chez  les  souches  capables  de 
degrader  les  polysaccharides"  (Attrassi  et  Rahouti,  2016). 
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